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AGENT HYPOCHOLESTBROLEMXANT 

La preaente invention concerns un agent 
hypocholesterolemiant isau de champignons comestibles. 

Actuellement lea considerations nutritionnelles dee 
consoiwnataurs poussent lea industriele de 1' alimentation a 
proposer des aliments presentant des fonctionnalitSa 
nutritionnelles ameliorees. 

II est reconnu qu'un taux Slave de cholesterol serique 
est un facteur non negligeable de risque atherosclereux. 
Ainsi, la diminution de ce taux de cholesterol serique est 
un moyen de lutte contre le risque de maladies cardio- 
vasculairee . Sachant que la majeure partie du cholesterol 
circulant est issue d'une synthase de novo, 1' inhibition de 
la biosynthese de cholesterol endogene appara£t comme una 
voie intereaeante de traltement, ou de prevention de 
1 ' hypercholesterolemia . 

La biosynthese du cholesterol comprend trois etapee 
majeures. La premiers, la condensation, permet de passer de 
trois acetyl -CoA au mevalonate. Cette condensation implique 
la participation, entre autres, de la 3-Hydroxy-3- 
methylglutaryl-CoA-reduatase (HMGCoA- reductase) . Le 

mevalonate alnsi forme est ensuite polymerise" en squalene 
via dee intermfidiairea polyisoprene . Enfin, le squalene 
mene au cholesterol par cyclisation/demethylation via la 
formation d' intermediates reactionnels, entre autres le 
lanoaterol et sea derives. 



15 



20 



25 



DiffSrente composes eont utilises pour inhiber la 
synthase du cholesterol. Les statines, en particulier, 
agiasent tres en amont, par inhibition de HMGCoA- reductase . 
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La lovastatine, isolfie et purifiee a partir de divers 
champignons et/ou moisiseureB a ete mise a profit comrne 
agent hypocholeeterolemiant sous forme de medicament ou de 
complement nutritionnel . Ainsi DE 4402591 decrit la 
5 production et l'isolement de lovastatine et d'acide 
mevinolinique de Pleurotue osfcreafcue, ainei que 
1' utilisation de ces composes pour inhiber la blosynthese 
du cholesterol. L'utilieation de lovastatine neceesite 
cependant un isolement ainsi ou'une purification avant eon 
10 amploi. D ' autre part, les composes de la class© dee 
statines, inhibiteurs de HMGCoA-reductase induisent des 
effete secondares indesirables . Bn effet 1'HMGCoA- 
reductase est una enayme qui agit tres en amont dans la 
voie de la chalne de biosynthese du cholesterol 
(transformation de 1'HMGCoa en mevalonate) , des lors son 
inhibition tend 4 modifier la synthase d'autres composes 
derives du mevalonate. Ainei, en supprimant la production 
de mevalonate, on observe vine diminution de la synthese de 
divers sterotdes, hormones, de co-enzyme QiO, d' isopentenyl 
ARNt, de dfirivSs isoprenoides ou de dolichol par example. 
La depletion de tals metabolites est responsable, entre 
autres, de troubles hepatigues et musculaires via une 
augmentation du taux de transaminases hepatiques, par 
example (Hiyoshi et al, J. of Lipid Research, 2000, (4i) 
25 113 6-1141) . 

Dane cette optique, on a cherche des composes capables 
d'inhiber les Stapes termixiales de la chains de synthase du 
cholesterol pour evlter les problSmee inherents aux 
inhibiteurs de HWGCoA-reductase. Divers composes de 
30 synthese, inhibiteurs des Stapes terminales de 
demethylation du lanosterol en 14 demSthyl-lanosterol, 
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exiBtent. Cap composes sont pour la plupart des derives 
oxygenee de sterols. 

Cspendant, toue cee inhibiteurs sont des purs produits 
de syntheee chimique, tale ceux demerits dans W09113903. 
5 Ainsi, outre le fait que leur fabrication passe par une 
synthase chimiqu© longue, oomplexe et onereuee, ces 
composes entrant dans la classe dee medicaments, ce qui 
implique dee etudes e Uniques pour homologation, 
enregletrement et autorisation. 
10 Komoda at al (Chem. Pharm, Bull., 1989 37(2) 531-533) 

decrivent des derives de lanosterol oxygenes obtenus par 
modification ehimique d'aeide Ganoderique isole de 
Qanoderma lucidum. II est indique dans ce document que seul 
les derives modifies par voie chimique presentent une 
action hypocholestSrolemiante . L'acide ganoderique B ainsi 
que son derive ester, servant a l'obtention des divers 
autre H derives, ne presentent pas d' activity inhibitrice 
fiur la synthase du cholestfirol . 

Diff ©rents champignons sont decrite pour leurs 
proprietes hypocholesterolemiantes. Ainei KR 93 03886 decrit 
la preparation d' aliments hypocholest€rolemiants a partir 
de champignons medicinaux par sechage, pulverisation, 
extraction a 1'eau bouillante et concentration. 11 apparalt 
que de tels extraics agiseent au niveau de HMQCoA-reductase 
25 (Bobek et al, Casopie Lebaru Ceekych, 1997 136(6) 186-190 ; 
Bobek et al, Bxperientia, 1995 51(6) 589-591), DE 4402591, 

mentionne" plus haut, suggere auesi que certains champignons 
comestibles sont riches en inhibiteurs de HMGCoA- reductase . 
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Le but de la presents invention est de foumir un 
agent hypocholesterolemlant, non issu de synthase chimique 
et utilisable dans un produit alimentaire, agissant sur les 
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etapes terminales de la eha£ne de biosynthese du 
cholesterol . 
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A eetce fiji, 1' agent hypocholestSrolemiant selon la 
presents invention comprend deg derives naturels de 
lanosterol oxygenes issue de champignons comestibles. 

Par « agent hypooholestgrolemiant », cn entend un 
agent qui inhibe la synthase du cholesterol et plus 
particulierement en agissant sur lea etapes terminales de 
la chatne de biosynth&se du cholesterol, et ceci grace a 
eon contenu en derives naturels de lanosterol oxygenes. 

Par « derives naturels » on entend des composes qui 
n'onc aubi aucune modification chimique par quelque moyen 
que ce soit . II s'agit des derives de lanosterol oxygenes 
obtenue directement a partir dee champignons comestibles. 

De meme, par « champignons comestibles *, on entend, 
des champignons avec une longue tradition de consommation 
alimentaire. On entend ainsi tant des champignons ni 
toxiques ni veneneux, qui se distinguent ou non par leura 
qualites gustatives et/ou aromatiques. II peut s'agir par 
exetnple des champignons choisis dans le groupe comprenant 
les ordree de classification suivants : Agarieallaa, 
Aphyllophorales et Sterealee. De maniere pref Srentielle, il 
peut s'agir da champignons choisis dans le groupe 
25 comprenant ; PleurotUB eryngrii, Pi euro t us sous, Ganoderma 
lucidum, Grifola fjrondoaa, Plsurotua ostra&tua, Agrocybe 
aegrerifca, PhoJUota namefco, Pleurotue citrinopileatue et 
Flamulina, vaZutzpes. 



20 



30 L' invention concerne aussi 1'utilisation dans 

produit alimentaire d'un agent hypocholesterolemiant 
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comprenant dee derives naturels de lanosterol oxygenes 
issue de champignon© comestibles. 

Eiifin, le precede de preparation de 1' agent 
5 hypocholesterolSmiant selon la prfiserite invention comprend 
les Stapes suivantee : 

maceration d'un champignon comestible dans un 
premier solvant, 

- separation des phases solides et liquides, 

10 - Evaporation de la phase liquide jusqu'S obtention 

d'un extrait sac, 

- reprise de l'extrait sec avec de 1'eau, 

- extraction de la phase aqueuse & l'aide d'un second 
eolvant de polarite infer ieure au premier solvant et non- 
15 miecible avec 1'aau et 

- separation des phases aqueuse et organique. 

Ii'extrait organique ainsi obtenu aprSs Elimination de 
la phase aqueuse represente 1' agent hypocholeet£rol€miant 

20 riche en derives da lanosterol naturels oxygfines et est 
utilisS pour lee Evaluations in vitro, les f ractionnetnents 
et purifications. 

L'etape de maceration peut Stre prScedee d'une Stape 
de broyage et s'effectuer avea du champignon fraie ou 

25 sSche. Cette macSration peut s'effectuer a temperature 
ambiante ou a une tei^pfirature de refrigeration. Selon la 
temperature de macfiration choisie, cette demiSre 
s'effectuera sur une durSe plus ou moins longue. L'Stape de 
maceration peut ainai s 'Staler sur une durSe pouvant Stre 

30 comprise entre 6 et 72 heures. Le premier solvant utilise 
pour cette maceration peut etre du methanol, de l'ethanol 
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ou du chloroforme, par example, utilise seu is ou en 
melange . 

Ii4 separation dee piiases solide et liquide peut etre 
realiaee par filtration aur papier ou sur gaze, par 
centrifugation ou par decantation, par exemple. 

Apres evaporation de la phase liquide, de preference a 
une temperature proche de la temperature ambiante, 
1'extrait sec obtenu peut etre repris avec une quant its 
d'eau comprise entre 5 et 100 % (v/v) par rapport a la 
guantite de premier eolvant utilise pour la maceration. De 
maniSre a faciliter 1' extraction avec le second solvent, on 
peut ajuster le pH de cette solution aqueuse ainei obtenue 
& une valeur de pH acide, Cast a dire a une valeur 
comprise entre 2 et 4, par exemple, avant 1' extraction a 
l'aide du second solvant- Cette acidification peut etre 
realisee a l'aide d' acide chlorhydrique , par exemple. 

La solution aqueuse ainsi obtenue peut 8tre aoumise a 
une extraction a l'aide d'un second solvant non miscible 
avec l'eau et de polarite infer ieure au premier tel que de 
li acetate d'ethyle, de 1' isopropanol ou du chlorofontie par 
exemple, volume a volume. Le deuxieme solvant sera choisi 
selon ce double critere de polarite inferieure au premier 
solvant et de non-miecibilitS avec l'eau. Dans le cas 
particulier de 1'utilisation possible du chloroforms eomme 
premier solvant, par exemple, celui-cl ne constituera pas 
le deuxieme solvent efc ce second solvant sera choisi de 
polarite inferieure au chloroforms et non miscible avec 
l'eau. Une telle extraction peut §tre rfialieee plusieurs 
fois conseoutivement, par exemple. La phase organique peu t 
etre recuperee par decantation, par exemple, et evaporSe, 
de preference sous vide a une temperature de l'ordre de 25 
a 35 «c. Avant cette etape d' evaporation, la phase 
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organique peut eventual letnent etre sechSe, par exemple a 
l'aide de Na a SO« anhydre. 

Ainei, una fois la phase organique compl&tement 
evaporea cn obtient un extrait sous forme pulverulente 
riche en derives de lanostSrol naturals oxygenes. Un tel 
extrait peut etre additional dans un produit alimentaire, 
par exemple . 

Dans le present contexte, l'effet 

hypocholesterolSmiant du present produit est estimS da 
mani&re qualitative sur le modSle de cellules hSpatiquee 
humaines TdA4 en culture in vitro. Bien que l'on aache que 
de tela risultats ne sont pas directement tranef erables in 
vivo a l'homme, ils n'en fournissent pas moans des 
indications utiles. L'effet hypocholest6rol6iniant est 
esttme par la mesure de la synthase de novo de cholesterol 
sur des cellules hepatiques humaines en culture en meeurant 
1' incorporation d'aoetate-C* 4 . Un mode d' evaluation de cette 
synthase de novo est dScrit dans une methode pr€sent6e ci- 
apres . 

L' agent obtenu apres extraction & partir de champignon 
peut etre purifiS, fractionnfi, analyse at caractSrisS par 
chromatographic liquids et gazeuse, spectroscopie de masse 
et resonance magnStigue nuelfiaire de maniSre a identifier 
les derives de lanosterol oxygenes contenus. Les matSriels 
et les methodes mis en ceuvre pour une telle caraeterisation 
sont dScrits en detail dans des mSthodee presentees ci~ 
apres . 



15 
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Analyse an r i fcrp dp I'effwh bwashQlsaL^rol^alaiaJc 

Les cellules hepatiques humaines T9A4 sont mises en 
croiesance sur le milieu LCM (Biofluids, Rockville, MD) a 
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37«C sous 3,5% C02. tab cellules sent ensemenoees dans des 
boites de oultUTM * 24 puita et inches jusqu'a 
confluence avec l mM acetate CL4 (a mci/mol, Amereham) 
pendant 20 heures en 1' absence (contrSle) ou en presence de 
l'extrait riche en derives de lanosterol oxygenes issue de 
champignons et/ou de fractions purifieee, dissout dans le 
methanol . 

Une extraction de lipides est realisee par incubation dans 
un melange hexane:ieopropanol (3; 2) pendant 30 minutes a 
temperature ambiante. L'extrait est ensuite eeche sous 
azote puis redissout dans de l'hexane et soumis a une 
chromatographie haute performance en coqche mince (Merck, 
Darmstadt, Allemagne) avec comme solvent un melange 
hexane tdiethyl etheriacide acetique (75.25=1). La neo- 
15 synthase de cholesterol est determine en mesurant 
1' incorporation de 1' acetate c 14 au sein du cholesterol a 
l'aide d'un imageur (Camberra Packard, Zurich, Suisse) et 
exprimSe en % du controle. 

20 Les rfisultata sont prSsentes dans le tableau i. idso 
repreeente la dose inhibant la eyntheee de cholesterol de 
50%. on pent noter que les diff Srents extraita presentent 
une activite hypocholesterolgmiante notable. De plus, les 
extraits obtenus avec Ganoderma lucidum, Pleurotus 

25 citrinopileatus et Flamulina velutipes montrent une 
activity tree forte avec un eeuil d' inhibition 50% de 
l'ordre de 1 a moins de 14 ug/ml. 

Lee extraits bruts actifs de <3anode«na lucidum et de 
Pleurotue ci trinopilemtus ont ete purifies et testes pour 
30 leur activites hypoeholesterolemiante. Les rSsultats sont 
presentes au tableau 2. On peut const ater que l'extrait 
brut obtenu a partlr de Ganodexroa lucidum contient lui-meme 
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une grande quantite 1 de composes hypocholestSrolemiants dont 
la dose inhibant 50 % de la biosyntheee du cholesterol est 
inferieure a 3 ug/ml . L' inhibition observe© avec lea 
fractions purifieee a partir de Pleurotue oetreatus 
5 prSsentent tm ID50 plus Sieves mais cependant 
particulieremeht interessante. 

CaraCtgriflaticn Phvflico-fthimicrue dea eotnpftflga nnnfprma dana 
les extrai1-.fi de cihampignons . 

10 

SpBctrom^trie dft magafi 

HPLC/3M (chromatographic — liquids haw f. ft parformanaa / 

apegtromgr.rift rig Tna««g>) 

lies analyses ont Ste" rSalisSes en utllisant soit un 

15 spectrometre de masse Micromase AutoSpec OA-TOP connecte a 
un systeme HPLC Waters 2690 ou un spectrometre de masse 
Pinnigan TSQ-7GC triple guadrupole connect^ a un systStne 
HPLC Waters consist ant er. un autosampler 757, une pompe 
600 -MS at un detecteur DV 406 -MS. La colonne HPLC utilises 

20 est une Nueleosil 100 5 -CIS (250 x 4 mm, Maoherey Nagel) . 
Le solvant A utilise est de l'eau contenant 0,1 % d'acide 
tri-fluoro-acetique (TPA) , le solvant B est de 
l'acetonitrile contenant 0,1% TPA. Le debit est fixe a 1 
ml/min. L'61ution est rialisee en mode isochratique <io% A, 

15 90% B) ou a l'aide d'un gradient linealre de 90% A / 10% B 
vers io% A / 90% B en 25 minutes suivi de 5 minutes avec 
10% A / 90% B. Une post colcnne de derivation perniet de 
diriger le melange a un debit de 0,1 ml/min vers les 
spectromfetrea de masse. Ces derniers fonctionnent avec un 

>0 electrospray fixe" a 4 kV. Les spectres de masse sont acquis 
entre 100 et aoo Da en mode positif. 
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Analyses realieees a l'aide d'un chromatographe gaz HP 5890 
CG combine a un spectrometre de masse Plnnigan MAT 8430. Le 
capillaire de eilice utilise est un J&W Sci DB-5 (30 m x 
0,32 mm, 0,25 um d'epaisseur du film), Le gaz utilise est 
de 1 'Helium a una preeeion de 150 kPa. Le programme de 
temperature est de 60°O (l min) , 30°C/min juequ'S 270»c 
puis 10°C/minutes juequ'a 320°c. L'injecteur est chauffS a 
250 «C. Lea speatres de masse eont obtenus en mode El a 70 
eV de 20 a 800 Da. Les Schantillone sont injectfia avant et 
apres trims thyl si lyl derivatisation realisee a l'aide d'un 
melange de pyridine et de BSTFA (1/3, v/v) a 100 °C pendant 
lh* 

15 RMN (Rawonancft Magnfefclque MUolgaixaJ 

Les spectres eont obtenus a l'aide d'un spectromfctre 
Brucker DPX-360 a temperature ambiante. Frequence de proton 
360,12 MHz, frequence "C 90,56 MHz . Techniques appliquees 
pour la RMN du proton : spectroscopie une dimension, 
spectroscopie ae correlation homonuclSaire 2D, 
spectroscopie nuci£aire Overhauser 2 D. Pour la Rmn du 13 C : 
spectroscopie une dimension avee et sans dScouplage du 
proton, spectroscopie de correlation heteronucleaire 2D 
avec detection de la frequence des 13 C. Les molecules sont 
25 disaoutee dans CDC1 3 99,8%. 
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EXBMPLE 1 

Preparation rt'un exrrait a nartir da P7« ^ fcUjt ezxngjj 

5 grammes de fruit seche de Pleurofcua eryngxi sont broye et 

mis a macerer dans 50 ml de methanol a 80 % pendant l jour 
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a temperature ambiants. Le melange est eneuite filtre pur 
papier et le filtrat recolte, evaporS. L' extrait brut est 
repris avec de l'eau distillee (SO ml) et le p h est ajuete 
a 3 a l'aide d'acide cHlorhydrique 2N. Cet extrait aqueux 
eat extrait en deux £ois avec de 1'acState d'ethyle, volume 
a volume. La phase organique eat eecbee avec du Na2s04 
anhydre et evaporee sous vide, a 3 0 «C, pour enlever le 
solvant. L' extrait ainsi obtenu, environ ico rag, est repria 
dans 4 ml de methanol. 



EXAMPLE 2 

Preparation d'un extrait. a partir El eumtua eoua^ 

La meme procedure que celle decrite dans l'exemple i est 

utilises, a l ft difference que 1'on obtient, in fine, 

environ 170 mg d' extrait a partir de 4.5 g de champignon 

seche. 



20 EXEMPLE 3 

Preparation d'un extrait a nartir dg ^>i^ P ^ Lmzldmn 
La meme procedure que celle decrite dans l'exemple l est 
utilisee, a. la difference que l'on met a macerer 6 g de 
25 champignon et que l'on obtient, in fine, environ 140 mg 
d' extrait. 
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EXEMPLE 4 



Preparatlgu cTun ssetxaLL H partir A* <* r±foi» tcsmdOMM 
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La m£me procedure que celle dSorite dans l'exemple l est 
utilisee, a la difference que l'on met a maclrer 6, 8 g da 
champignon et que l'on obtient. in fine, environ iso mg 
d'extrait. 

5 

EXAMPLE 5 

Preparation rl'nn extraii- a nartir ri* t>i^ rtu p na ^ hlfl 
La meme procedure qua celle dScrite dans l'exemple l est 
10 utilisee, a la difference que l'on obtient, in fine, 
environ 120 mg d'extrait a partir de 4 g de champignon 
sSche . 



15 
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BXEMPLE 6 



Preparer 1 on d'un pyfrait a na-rri.r h„ z^ r ,^^ aagegjL£a 
La mSme procedure que celle decrite dans l'exemple i est 
utilisee, ft la difference que l'on met a macfirer 6,5 g de 
champignon et que l'on obtient, in fine, environ 290 
20 d'extrait. 



mg 



EXEMPLE 7 



Prepay t , i on fl'ym SXfcrfiir a Partlr de J?hr>H n ta nam»lrn 

La meme procSdux-e que celle decrite dans l'exemple 1 est 

utilisee, a la difference que l'on obtient, in fine, 

environ 310 mg d'extrait a partir de 4 g de champignon 

eeche. 
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SXEMPLE 8 

Preparation dlun exf.rR-it- a tsa^-iv a** pT^,^p lie! 

ci fcj-V nop J 7 ? flf ?| ff , 

5 La mSme procedure que celle dicrite dans l'exemple 1 est 
utilisee, S. la difference que l'on met a maoerer ? g- de 
champignon at que l'on obtient, in fine, environ 160 mg 
d' extrait . 

10 EXEMPLE 9 



Preparation d'un ftxt-.T-ait. ft nan-.ir d e P.7am»7f na rrhl ftii pff ff 
La tafima procedure que celle deerite dans l'exemple 1 eet 
utilisee, a la difference que l'on met a maoerer 2.6 g de 
champignon et qua l'on obtient, in fine, environ 140 mg 
d' extrait. 



EXEMPLE 10 

FraCtinnTlftlP^at fit caractfiyiaatH^n p hv-Bico-nh.imigi^ ' ^ 

■ coinposefl confcenua riarift Inm aafcralfca champig n on flaaadscm 



Ceux-ci ont ate choisis car lea extraits brute obtenus 
presentent une forte activite hypocholesterolemiante in 
vitro. 



20 0 g de champignon sec Ganoderma lucidum sont broyee et 
maceree dans 2 litres de methanol 80%, a temperature 
ambiante pendant 2 jours. Le melange est filtre sur gaze et 
la phase liquide evaporSe sous vide, a 30°C. L' extrait 
methanolique obtenu (env. 12 g) est repris avec 100 ml 
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d'eau et le pH de oette solution est ajustS a 3 a 1'aide 
d'acide chlorhydrique 2 N. Cet extrait aqueux est extrait 3 
foie volume a volume avec de 1' acetate d'ethyle. La phase 
organiqua est sechee avec du Na 3 S0« anhydre et evaporee sous 
vide, a 30«c, pour eliminer le eolvant . L'axtrait sec 
obtenu (6,7 g) eat repris a l'alde d'un melange ether de 
petrols et methanol 90%. L'extrait methanol ique obtenu (6,5 
g) est chromatographic sur un gel de eilice ; l'elution est 
realises par paliers avec 100% CHC1 3/ puis 1% MeOH dana 
CKC1 3 , puis 10% MeOH dans CHC1 3 puis ioo% MeOH. La fraction 
10 0% CHC1 3 est re chromatographic aur gel de eilice ; 
l'Slution eet effectuee par paliers avec 100% hexane, puis 
5% acetate d'ethyle dane i'hexane, puis 20% acetate 
d'Sthyle damp I'hexane, puis 50% acetate d'ethyle dans 
15 I'hexane, puis 100% acetate d'ethyle. Lee fractions actives 
20% acetate d'ethyle dans I'hexane, 50% acetate d'ethyle 
dane i'hexane et 100% acetate d'ethyle sont puriffiees par 
chromatogxaphie liquids haute performance (HPLC) . A cette 
fin, une colonne Nucleoail 100-5 C18 (250 x 4 mm, Macherey 
Nageljest utilisee avec une post-colonne Lichrospher loo 
RP-18 (Merck) . La phase mobile consiste en un melange de 
0,05% H 3 P0 4 dans eau/acStonitrile (10/90) v/v. L'elution 
chromatographique est realises en mode ieocratique avec un 
debit de i ml/min. be detecteur utilise est un Hewlett 
Packard G1315A, serie lioo et A,max est fixge a 2 54 nm. 
Les molecules actives sont identifies par Spectroacopie de 
Masse (SM) et Resonance MagnStique NuclSaire (RMN) . 
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EXEMPLE 11 

sanuaaaga saafcflnua nana lag sacuaitfi champign o n ELeugacua 
gitrinopaJeatug,. 

Ceux-ei ont ate choisia car les extraits bruts obtenus 
prfieentent une forte activite hypocholesterolemiante in 
vi fcro . 

200 g de champignon sec Pleurotua oitrlnopi 1 eatus aont 
brayes et maceres dans 2 litree de methanol 8 0%, & 
temperature ambiante pendant 2 jours. Le melange est f litre 
sur gaze et la phase liquide evaporee sous vide, a 30°C. 
L' extrait methanolique obtenu (env. 31 g) est repris avec 
ioo ml d'eau et le pH de cette solution est ajuete a 3 a 
l'aide d'acide chlorhydrique 2 N. Cot extrait aqueux est 
extrait 3 fois volume a volume avec de 1'acState d'Sthyle. 
La phaee organique est seehee avec du Na 2 S0 4 anhydre et 
evaporee sous vide, a 30«C, pour eliminer le solvent. 
L' extrait acetate d'ethyle (6,6 g) est chroma tographiS sur 
un gel de silice ; l'elution est realisSe par paliers avec 
100% CHC1 3 , puis 5% MeOH dans CHC1 3 , puia 10% MeOH dans 
CHCla puis 100% MeOH, La fraction 100% CHC1 3 est 
reehromatographiee sur gel de cilice ; l'elution est 
effectuee par paliers avec 100% hexane, puis 5% acetate 
d'ethyle dans l'hexane, puis 20% acetate d'ethyle dans 
1' hexane, puis 50% acetate d'ethyle dans l'hexane, puis 
100% acetate d'ethyle. Les fractions actives 20% acetate 
d'ethyle dans l'hexane, 50% acetate d'ethyle dans l'hexane 
et 100% acetate d'ethyle sont purlfiees par chroma tographie 
liquide haute performance (HPLC) . A cette fin, une colonne 
Nucleoail 100-5 C18 (250 x 4 mm, Macherey NageDest 
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utilises avec une poet-colonne Llchrospher 100 RP-18 
(Merck). La phase mobile consists en un melange de 0,05% 
HjF0 4 dans e'ay/acetonitrile (10/90) v /v. Le debit est de 1 
ml/min. Le detecteur utilise est un Hewlett Packard G1315A, 
5 serie 110 0 et Xmax est fixee a 254 nm. 

Lea molecules actives sont identifies par spectroscopic de 
masse eouplee a una chromatographie en phase gazeuse CG/SM. 



10 Le tableau 3 met en evidence lee derives naturels de 
lancsterols oxygenes (oxylanosterols) identifies dans 
differentas fractions purifiees a partir de Ganoderma 
luczdum et a partir de Pleurotus ci trinqpileatus. En ce qui 
concern© Qancderma lucidum, les analyses de spectrometrle 

15 de masse et de re'sonanae magnetique nueleaire ont ete 
realisees avec les fractions 80% Hexane / 20% Acetate 
d'ethyle et 50% hexane / 50% acetate d'ethyle (telles 
qu'indiquSee au tableau 2). En ce qui concerns Pleurotus 
cltrinapileatua, seule la fraction 80% hexane / 20% acetate 

10 d'ethyle a ete utilises. Les figures l et 2 mettent en 
Evidence le Qanoderol A identifiS par RMN et spectrometrle 
de masse, dans les fractions purifiees de Ganodenm lucidum 
( 80/20 et 50/50 Hexane /Acetate d'ethyle) et de Pleurotus 
citriiiopileatuB (60/20 Hexane/Acetate d'ethyle) . 
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Tableau 1 : Activity hypocholestdro!6miante in vitro observee sur cellules hfipatiques 
5 humaines avec les extraits obtenus t partir de champignons comestibles. 



Champignons ID50 (fig/ml) 

Pleurotus eryngii >150 

Pleurotus eonf >70 

10 Gcmoderma iucidum 1 

Grijbla frondosa 1 80 

Pleurotus ostreatus 1 50 

Agrocybe aegerita >150 

Pholiota narneko >300 

15 Pleurotus citrinoptfeatuf 10 

Flammila velutips <14 



20 



.25 



RCV. VON:EPA-MUENCHEN 03 



■ •31- I- J : 18:4-8 



+41 21 9242880-. 



+49 89 239944-C5 : #25 



18 - 



Tableau 2 : Activite hypocholestdrol^miante in vitro observee sur cellules hepatiques 

humaines avec les fractions purifiees des extraits obtenus a partir des champignons 
5 comestibles Qanoderma luciehtnt et Plevrotus citrinopileatus. 

Ffactiom m 5 oOg/«l) 

Ganoderma lucidum "*"'** 

100% CHCI3 

10 95% Hexane-5 ft /q Achate d'ethyle > l7 

80%Hexane-20% Acetate d'ethyle 3 

50%Hexane-SO% Acetate d'ethyle 0.8 

100% Acetate d'ethyle 1 5 

95% CHCl 3 -5% MeOH 1 .3 

IS 90% CHC1 3 -10% MeOH 2.4 

100% MeOH . >2 

Pleurotus citrinopileatus 
100% CHC1 3 

20 95% Hexaue-5% Acetate d'ethyle >!<$ 

80% Hexane-20% Acetate d'ethyle 7.5 

50% Hexane-50% Acetate d'&hyle 5 

100% Acetate d'ethyle 2,5 

95% CHCl 3 -5% MeOH 15 

25 90%CHCl 3 -10%MeOH ^ 

100% MeOH >55 
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Tableau 3 : Activite" hypocholestdrolfeiiwte m vitro observee sur cellules bipatiques 
humaines avec Us principales molecules d'oxylanostfrol purifiers des extraits obtenus a 
5 partix 4es champignons comestibles Ganoderma Jucidum et Pleurotus citrinopileatus. 

Qxylanosterols Masse (m/z) id 50 (^g/ml) 

Hjanoderol A 438 \ 

10 "GanoderalA 436 7 

b GanoderolB 440 10 

"aoide Ganad&riqaA V 454 0.5 

^ffl P l foule mfeente dans Ganoderma lucidum et Pleurotus citri n n r il f nn^ 
molecule ordsente piste Ganndermn luridu^ 
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REVENDI CAT IONS 



1. Agent hypocholeeterolSmiant riche en derives de 
lanosterol naturels oxygens isolee de champignons 



comestibles 



2 



Agent hypocholesterolemiant selon la revendication i, 
caracterisS en que lee champignons sont choisis dans le 
10 groups comprenant les ordreg de classification : 
Agarlcalles, Aphyllophorales et stereales. 

3. Agent hvpocholesterclsmiant selon lee revendications l 
et 2, caracterise en ce que les champignons sont choisis 
dans le groups comprenant : Pleurotus eryngii, Pleurotus 
ecus, Ganoderma lucidum, Qrifola frondoea, Pleuratua 
oetreafcus, Agrocyfce aeiyerita, Pholiofca name*©, Pieurotue 
citrinopileatus et Flamulina velutxpes. 



4. Utilisation dans un produit alimentaire, d'un agent 
hypocholesterolemiant selon les revendications 1 a 3. 



S. Prooede de preparation d'un agent hypocholesterolemiant 
selon la revendication 1, comprenant lee Stapes suivantes , 
25 ' maceration d'un champignon comestible dans un 

premier solvant, 

- separation des phases solides et liquides, 

- evaporation de la phase liquide juequ'a obtention 
d'un extrait sec, 

- repartee de 1' extrait. eea avec de l'eau, 
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- extraction cie la phase aqueuse d l'aide d'un second 
solvant de polarite inferieure au premier solvant et non 
miscible avec l'eau et 

- separation des phases aqueuse et organique. 

5 

6. Proc£d§ selon la revendication B / caracterisl en ce que 
le premier solvant eet choiei dane le groupe comprenant le 
methanol, l'ethwol et le chloroforme, utilisd seuls ou en 
melange . 

10 

7. precede eelon la revindication 5, caract£ris£ en ce que 
le deuxiSme eolvant est ohoisi dane le groupe comprenant 
1'acState d'ethyle, 1 f isopropanol et le chloroforme, 
utilises seuls ou en melange. : 

IS 

8. Proc€dS selon la revendication 5, caractSriee en ce que 
1'Stape de maceration eet rSalisSe pendant 4 a 96 heures & 
une teirrpfirature comprise entre 5 et 3 0 °C. 

20 9. Proc€d£ selon la revendication 5, caractSrise en ce 
qu'on a juste le p» de la phase aqueuse £ une valeur 
comprise entre 2 et S avanfc 1' extraction, a l'aide du second 
solvant . 
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ABREGE 

Agent hypocholeetSrolSmiant 

5 La present e invention conceme un agent 

hypocholeeterolemiant riches en dSrivfis natural© da 
X^nost6rol cocyggnSs iaaus da champignons comestibles* Un 
tel agent peut §tre addifcionne a das produits alimentaires . 
ProcSdfi da fabrication d r un tel agent. 
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